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Noha a Természet a 20 kódolt a-aminosavból csaknem végtelen számú peptidet és fehérjét 
tud produkálni, így pentapeptidből (205 =106,503 ) kb 3,2 millió különbözőt, dekapeptidből 
1,024 x 1013 darabot, 50-es tagszámúból 1065 darabot, ez kb 7,5 x 1038 t jelent -
összehasonlításul a Föld tömege kb 6 x 1021 t. A Természet nem elégelte meg ezt a 
változatosságot és a fehérjeszintézist követő poszttranszlációs módosítások minden egyes 
fehérjeláncból nagyszámú, esetenként meglehetősen különböző biológiai, biokémiai és 
konformációs sajátságú molekulát tudnak létrehozni. A különböző fehérje oldallánc 
módosításoknak, mint pl. szénhidrát, foszfát, szulfát vagy lipidcsoportok beépülésének 
tanulmányozására, a poszttranszlációs módosítást követő konformációs és funkcionális 
változások vizsgálatára kiváló lehetőséget kínálnak a különböző szintetikus peptidek. A 
legutóbbi évekig azonban a szintetikus kémia lehetőségei határt szabtak nagyobb fehérjék 
ilyen módosított fragmensei kémiai előállításának. A modern szintetikus technikák 
alkalmazása, az új védett építőkövek megjelenése óta azonban a kémiai szintézis nem 
akadálya többé a fenti vizsgálódásoknak. 
Kutatócsoportunknak a nyolcvanas évek elején egyik fő témája volt a peptid szulfátészterek 
kémiai szintézisének kidolgozása. E munka folytatásaként később, a kilencvenes években 
számos módosított peptid szintézisét terveztük és valósítottuk meg: így peptid 
foszfátészterek, lipopeptidek, elágazó láncú peptidek, konformációsán gátolt peptidek, 
glikopeptidek stb. szintézisét. Értekezésemben ezekből válogattam ki a számomra 
legérdekesebbnek tűnő csoportokat, amelyek kihívást jelenthettek a preparativ peptidkémiát 
művelő kutatóknak. 
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1. foszfopeptidek szintézise 
A B és T sejtek antigén receptorai által közvetített jelátvitel az immunválasz egyik 
legfontosabb eleme. Ezen lépés finom mechanizmusának a megismerése alapvető az 
immunválasz szabályozása és az abba történő beavatkozás szempontjából. Ez a beavatkozás 
többek között az utóbbi években egyre inkább terjedő autoimmunbetegségek sikeres terápiája 
miatt is fontos lenne. A T és B sejt receptor (TCR és BCR) jelátviteli folyamata különböző 
nem receptor jellegű protein kinázok együttműködését is igényli (ilyenek pl. az Src család és a 
Syk/ZAP-70 családbeli kinázok). Az antigén receptor stimulációja után a megfelelő jelátviteli 
motívumok tirozinjai a TCR és BCR alegységein foszforilálódnak. E mechanizmus a ZAP-70 
SH2 doménjei kapcsolódását igényli a receptor alegység jelátviteli motívumaihoz, amelyek 
két, megfelelő távolságra lévő foszfotirozint tartalmaznak. A jelátvitel után különböző fontos 
sejtfolyamatok, mint pl. antitest szekréció, limfokinek produkciója, citolitikus aktivitás, 
proliferáció, differenciáció következnek be. A fent említett SH2 domének kb. 100 
aminosavból álló modulok, amelyek foszfotirozint tartalmazó motívumokat tudnak 
szekvenciaspecifikusan megkötni. Mivel fontos szerepet játszanak a jelátvitelben, a 
farmakológiai beavatkozás számára potenciális célpontként szerepelnek. 
. A tirozin foszforiláció általában a különböző sejtfolyamatok egyik legfontosabb 
szabályozó lépése, ami megmagyarázza a foszfotirozin tartalmú peptidek iránti növekvő 
igényt és érdeklődést. A tirozin-foszfátésztert tartalmazó peptidek felhasználhatók 
foszforiláció - vagy defoszforiláció hatására végbemenő esetleges konformációs változások 
tanulmányozására. Ezek az információk - együtt azokkal az ismeretekkel, amelyek arra 
vonatkoznak, hogy mely kinázok vesznek részt az egyes foszforilációs folyamatokban, milyen 
módon és melyik tirozinon történik a foszforiláció stb. közelebb vihetnek az immunrendszer 
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működésének megértéséhez és talán a gyakorlatban, az immunrendszer gyógyszereinek 
tervezéséhez is felhasználható ismereteket jelenthetnek. 
Az első, általunk vizsgált molekulacsalád a T sejt receptor aktivációja során a jelátvitelben 
központi szerepet játszó egyik polipeptid, a ^ lánc fragmensei voltak. A ^ lánc szekvenciája 
az 1.1. ábrán látható. 
A TCR - CD3 C alegység szekvenciája 
MKWKALFTAAILQAQLPITEAQSFGLLDTKLCYLLDGILFIYGVILTAL 
ELRVKFSRSAE PPAYQQG Q NQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRD 
« 1 ) 
PEMGGKPRRKNP QEGLYA/ELQKDKMAEA YSE/G MKGERRRGKG 
¿¡(2) 
H DGLYQGLST/KTKD 7YDALH MQ ALP P R 
«3) 
1.1. ábra 
Az immunrendszer T sejtjei számára az antigénspecifikus T sejt receptor expressziója teszi 
lehetővé, hogy megkülönböztessék a szervezet saját struktúráit az idegentől. Az antigén 
felismerést a sejteknek olyan biokémiai jelekre kell lefordítani, amelyek a celulláris 
válaszokat, s így a sejtek aktiválódását és differenciálódását irányítják. E két lépésből álló 
folyamat, az antigén kötődése a receptorhoz és a jelátvitel, szabályozza a T sejt érést a 
timuszban, ahol a sejtek "megtanulják", hogy különbséget tegyenek a saját és nem saját 
struktúrák között. A T sejt antigén - receptor komplex minden T sejt felszínén egy 
hetero-oligomer struktúrából épül fel és 6 vagy 7 különböző alegységből áll (1.2. ábra). Az 
antigén felismeréséért és kötéséért felelős variábilis szekvenciákat tartalmazó heterodimer a 
és (3 lánca az immunglobulin géncsaládhoz tartozik. Az a-P heterodimerhez kapcsolódik a 
CD3 komplex y, 5 és 8 lánca, melyek között bár szoros genetikai rokonság van, különböző 
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transzkripciós faktorok foszforilációja 
korai génexpresszió 
1.2. ábra (Gergely J., Erdei A.: Immunbiológia) 
A CD3 polipeptidek két különböző alkomplexet alkotnak a TCR komplexben: CD3 S-CD3 £ 
és CD3 y-CD3 £. Az alegységek harmadik csoportjába a C, családba tartozó dimerek tartoznak. 
A C, és az azonos génről átíródó, alternatív splicing-gal keletkező r\ polipeptidek vesznek részt 
a TCR komplex felépítésében mint homodimer vagy L,-r\ heterodimer. A C, család 
harmadik tagja a más, de homológ génről átíródó FcE receptor komponense, a y lánc. 
A TCR komplex y és 5 alegységeinek feltételezhetően, a CD3 £ és polipeptideknek 
bizonyítottan az extracelluláris aktiváló jel és az intracelluláris biokémiai utak 
összekapcsolásában van szerepe. 
A T sejtekben aktivált tirozin kináz út megismeréséhez azonosítani kell azt a kinázt vagy 
kinázokat, amelyek ezért az aktivitásért felelősek. A TCR komplex nem hordoz kináz 
aktivitást, ugyanakkor megfelelő körülmények között együtt izolálható egy tirozin kináz 
enzimmel. Az enzim a src onkogénekhez tartozó p59fyn. Emellett két T sejt antigén, a CD4 
és CD8 fizikailag asszociált a p561ck-val, amely szintén az src onkogénekhez tartozó, T- sejt 
specifikus, nem receptor természetű tirozin kináz. Ezek az enzimek a jelöltjei a TCR-on 
keresztül aktivált tirozin kináz aktivitásnak. Mindkettő felelős lehet T sejt aktivációt követő C, 
lánc foszforilációért (in vitro foszforilációs kísérletekben mind a p59fyn, mind a p561ck 
foszforilálja a C, láncot). Természetesen nem zárható ki más kinázok aktivitása sem. így 
például a T sejt aktiválást követően a C, lánchoz kapcsolódik a syk onkogénnel rokonságot 
mutató, tirozin kináz aktivitású ZAP70. 
A C, lánc jelátvitelben betöltött szerepét egyértelműen igazolták korábbi kísérletek. 
A TCR C, lánc 7 tirozin aminosava közül - melyek mindegyike egy-egy potenciális 
foszforilációs hely - 6 egy konzervatív motívumban helyezkedik el, melyet YLYL 
motívumként irtak le. Ezt más néven ITAM (Immunnoreceptor based Tyrosine Activation 
Motif) szekvenciának is nevezzük. A t, polipeptidben 3 ilyen motívum található. A YLYL 
motívumokhoz egyértelmű jeltovábbító funkció rendelhető. Ha ezeknek a motívumoknak 
valamelyikét eltávolítjuk, vagy a tirozint, illetve a +3 pozícióban levő leucint más aminosavra 
cserélik, a TCR-on keresztüli sejtaktiváció csökken. Nem ismert azonban, hogy a YLYL 
motívumokban elhelyezkedő egyes tirozin aminosavak foszforilációjának mi a funkcionális 
következménye a TCR-on keresztül történő jelátvitel szempontjából. 
A T sejt aktiválás mechanizmusának kutatása során igen nagyjelentőségű volt az a felismerés, 
hogy a CD45 egy, a limfocitákra jellemző felszíni fehérje, citoplazmatikus doménje tirozin 
foszfatáz aktivitással rendelkezik és alapvetően befolyásolja a T sejt aktivációt. A CD45 
egyik potenciális szubsztrátja a tirozinon foszforilált TCR £ lánc. A sejtaktiválódás 
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"downregulációjához" a C, láncnak defoszforilálódnia kell, hiszen nyugvó sejtekben ez a 
polipeptid nincs foszforilált állapotban. 
A CD45 tirozin foszfatáz esszenciális szerepet tölt be a T sejt aktiváció folyamatában, 
fiziológiás szubsztrátjai azonban nem ismertek. Az egyik feltételezett szubsztrátja éppen a 
TCR tirozin foszforilált C, lánca. 
Munkánk során első lépésben szintetizálni akartuk a ^ lánc potenciális foszforilációs helyeit 
és ezek foszforilált formáit. Ez az alábbi foszfopeptidek szintézisét jelentette: 
EPPAY(P;QQG, T3C60.67P; PPAY(P;QQG, T3^,.67P; NQLY(P;NEL, T3^69-73P; 
reey(p;dvl, T3<;8o-86P; qegly(p;nel, t3 ,^06.,i3P; aeay(p;seig, t3 ,^9-i26P; 
DGLY(P;QGL, T3^ ,38-144P; KDTY(P;DAL, T3£i49-i55P, ahol Y(P) foszforilált tirozint 
jelent. 
Annak ellenére, hogy a peptid- ill. fehérje foszforiláció az egyik legfontosabb sejtfolyamat 
szabályozó elem, érdekes módon hosszú ideig nem foglalkoztak ilyen módosított 
peptidszármazékok szintézisével. Csak az 1980-as években jelentek meg az első úttörő 
közlemények. Ennek oka részben a foszfát beépítés problémáiban, részben a foszfopeptid 
szintézis során fellépő mellékreakciókban keresendő. Ezek a problémák aminosavfíiggőek: 
tirozin esetében inkább a foszforiláció jelent problémát a fenolos hidroxil nem kielégítő 
nukleofilicitása miatt, míg a szerin és treonin esetében a könnyebb kiépítés után a kapott 
származék instabilitása okoz gondot. Az elméletileg szóbajöhető reagensek közül a 
foszfokloridát módszer (a megfelelő savklorid felhasználása) jó eredményt ad szerint és 
treonint tartalmazó peptideknél, de tirozinnal nem, pontosabban csak fenolát sójával képesek 
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reagálni. A polifoszforsav jó eredménnyel képez foszfátésztert, de tirozinból csak megemelt 
hőmérsékleten (-70 °C), amely körülmények között a peptidkötés nem stabil. Szerin és treonin 
viszont már szobahőn is reagál, így ez preparatíven értékesíthető lenne, ha megfelelő oldószert 
is tudnánk alkalmazni. Természetesen foszforilált szintonok előállítására ez utóbbi 
(polifoszforsav) módszer mindenütt alkalmazható. A kapott védetlen foszforsavat tartalmazó 
vegyület felhasználhatósága azonban mellékreakciók miatt (pirofoszfát képződés) korlátozott. 
A fenti problémák miatt a korábban említett foszfopeptidek szintézisére a foszforamidit 
módszert használtuk. A módszer lényege és a felhasznált amidit előállítása az 1.3. ábrán 
látható. 
Et2NH .Et tBuOH, TEA t B u 0 \ / E t 
PCI3 • CI2P-N „u / P - N v 














A fentiekben ismertetett rövid foszfopeptidek szintézise során mind a szilárd fázison, mind az 
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oldatfázisban történő foszfátbeépítést kipróbáltuk. A peptidek szintézisére általában Fmoc 
technikát használtunk, a megfelelő szabad hidroxil csoportot tartamazó aminosav beépítése 
után foszfit csoportot építettünk be, majd ezt foszfáttá oxidáltuk és a peptidláncot tovább 
építettük. Kidolgoztuk a Boc módszerrel szintetizált peptidek utólagos foszforilezését 
foszforamidit reagens felhasználásával. Azt találtuk, hogy amennyiben nincs a peptidnek 
szabad karboxil csoportja, ez a módszer igen jó eredményt ad, de a Boc szintézissel készült 
peptid utólagos karboxil védelme nem megoldott. Kipróbáltuk a szinton módszert is - ezt 
azonban kevésbé hatékonynak találtuk. Ennek oka: a szinton módszerhez használható védett 
tirozin-foszfátészter származékok szintézise igen körülményes, a kereskedelemben kapható 
néhány származék nagyon drága és az általánosan használt metil és benzil védett vegyületnél a 
védőcsoport eltávolítása során mellékreakciók lépnek fel. Az oldatfázisban történő 
foszforilációt egyébként tudomásunk szerint mi használtuk elsőnek az irodalomban.. 
Eredményeinket az alábbiakban foglalhatjuk össze: 
Alkalmas módszereket dolgoztunk ki, ill. adaptáltunk foszfopeptidek szintézisére, izolálására, 
szerkezetbizonyítására és jellemzésére. A szintetizált rövid peptidek felhasználásával 
megvizsgáltuk, hogy a szóbajöhető kinázok (p 59lyn, p 56lck és a ZAP 70) közül melyik felelős 
a £ lánc foszforilációjáért, ill a szintetizált foszfopeptidek közül melyik szubsztrátja a CD 45 
foszfatáznak. CD és FTIR spektroszkópiai vizsgálatokkal megállapítottuk, hogy ezekben az 
esetekben a foszfát csoport beépülése általában a rendezettség növekedése, és ezen belül is a 
P szerkezetek arányának növekedése arányába tolja el a konformációs egyensúlyokat. A fenti 
munkák részletei az 1.1, 1.5., 1.6., 1.7. sz. közleményekben találhatók. A szintetizált 
foszfopeptidek tömegspektrometriás jellemzése az 1.1. táblázatban, néhány peptid HPLC 
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Peptid Tömegs jektrum 
Kód 
szekvenciák számított talált 
PPAY(P)QQG 838,81 839,20 61P 
NQLY(P)NEL 971,96 972,70 69P 
REEY(P)DVL 1 001,99 1 002,00 80P 
QEGLY(P)NEL 1 044,02 1 044,60 106P 
AEAY(P)SEIG 917,86 918,40 119P 
DGLY(P)QGL 843,83 845,10 138P 
KDTY(P)DAL 903,88 904,10 149P 
1.1. táblázat 
Vizsgálataink továbbvitelére a korábbi eredmények felhasználásával szintetizáltuk az alábbi, 
^-alegységből származó ITAM szekvenciákat, valamint kontrollként természetesen a nem 










ahol Y(P) foszforilált tirozint jelent. A fenti foszfopeptidektömegspektrometriás jellemzése 
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1000-, C(3)ypy, tisztított 






NQLYNELNLGRREEYDVL 2237,45 2238,30 «I)yy 
NQLY(P)NELNLGREEYDVL 2162,25 2163,20 «i)ypy 
NQLYNELNLGREEY(P)DVL 2162,25 2163,60 £(i)yyp 
NQLY(P)NELNLGREEY(P)DVL 2242,23 2243,20 OTypyp 
QEGLYNELQKDKMAEAYSEIG 2416,65 2416,40 ¿¡(2)yy 
QEGLY(P)NELQKDKMAEAYSEIG 2496,63 2496,20 £(2)ypy 
QEGLYNELQKDKMAEAY(P)SEIG 2496,63 2497,20 ¿¡(2)yyp 
QEGLY(P)NELQKDKMAEAY(P)SEIG 2576,61 2576,40 C(2)ypyp 
DGLYQGLSTATKDTYDAL 1931,08 1934,30 (^3)yy 
DGLY(P)QGLSTATKDTYDAL 2012,06 2013,30 í(3)ypy 
DGLYQGLSTATKDTY(P)DAL 2012,06 2014,20 (^3)yyp 
DGLY(P)QGLSTATKDTY(P)DAL 2092,04 2094,80 ¿;(3)ypyp 
1.2.táblázat 
A kapott foszforilált fragmenseket felhasználtuk arra, hogy megvizsgáljuk a korábban 7-8 
aminosavat tartalmazó peptidek esetén kapott konformációs adatok felhasználhatók- e a 
hosszabb peptidek, fehérjék szerkezeti modellezésére. Továbbá vizsgálni kívántuk, hogy a 
rövid szintetikus foszfopeptidek alkalmas eszközök- e funkcionális vizsgálatoknál, mint az 
egész fehérjeláncot reprezentáló molekulák. 
Ezen peptidek konformációs egyensúlyainak vizsgálata megerősítette, hogy a foszforiláció - a 
korábbi CD és FTIR vizsgálatokhoz hasonlóan - a rendezett szerkezetek - elsősorban a P 
szerkezetek kialakulását segíti elő. Az immunológiai vizsgálatok szerint a T-sejt aktiválódás 
során megjelenő, specifikus foszforilációs mintázatért inkább a CD 45 foszfatáz működése 
tűnik felelősnek, nem pedig a különböző tirozin kinázok, amelyek részt vesznek a £ -alegység 
foszforilációj ában. 
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Összefoglalva a fenti témában az alábbi eredményeket értük el: 
a) Módszereket dolgoztunk ki a foszforiláció ill. defoszforiláció követésére spektroszkópiai 
ill. kémiai módon, valamint a foszfopeptidek szerkezetbizonyítását, homogenitásuk 
vizsgálatát végeztük el különböző fizikai-kémiai módszerekkel (HPLC, kapilláris 
elektroforézis, tömegspektrometria). 
b) Megvizsgáltuk a foszfát csoport beépülésének hatását az oligopeptidek konformációjára. 
Azt találtuk, hogy a foszforiláció általában a harmadlagos szerkezetet stabilizálja ill. a 
konformációs egyensúlyokat a B-szerkezetek irányába tolja el. 
c) Az előállított foszfopeptideket felhasználtuk annak a vizsgálatára, hogy a T sejt receptor 
aktivációja során milyen enzimek vesznek részt a tirozin részek foszforilációjában ill. 
defoszforilációjában. 
A másik tanulmányozott téma az FcyRIIb egyik szakasza, az úgynevezett ITIM 
(Immunoreceptor based Tyrosine Inhibitory Motif) volt. A BCR-indukált B-sejt-aktiválás 
FcyRIIb közvetített gátlásának tanulmányozása során leírtak egy, az Fc-receptor 
citoplazmatikus doménjében található, 13 aminosavból álló motívumot (AENTITYSLLKHP), 
melyen belül két aminosavval egymástól elválasztott tirozin és leucin (YSLL) jelenléte 
előfeltétele az aktivációs folyamat gátlásának. Egy másik jellegzetessége a motívumnak a 
tirozin-maradéktól számítva két pozicícióval N-terminálisan elhelyezkedő izoleucin vagy 
valin (I/VxYxxL/V). Tekintettel arra, hogy a gátláshoz a szekvenciában található tirozin 
foszforilációja szükséges, a motívumot (az ITAM mintájára) ITIM-nek nevezték el. Az 
ITIM-et tartalmazó receptorokra jellemző, hogy 
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• citoplazmatikus régiójukban egy megtartottt (konzervált) motívum található: 
I/VxYxxL/V; 
• az ITAM-mal rendelkező receptorokkal való koaggregációj uk gátolj a az IT AM -
indukált aktivációs folyamatokat; 
• a gátló funkciónak előfeltétele az ITIM tirozinjának foszforilációja; 
• a foszforilált ITIM (P-ITIM) SH2-domént tartalmazó foszfatázokkal kerül 
kölcsönhatásba (ellentétben a P-ITAM-mal, amelyek SH2-tartalmú kinázokkal 
kapcsolódnak); 
• az ITIM gátló hatása feltehetően annak tulajdonítható, hogy foszfatázokat visz az 
ITAM-aktivált jelátvivő molekulák közelébe, és ezáltal gátolja a 
tirozinfoszforiláció-fíiggő aktivációs folyamatokat. 
A fentiek ismeretében is kérdéses még, hogy milyen SH2 domént tartalmazó foszfatázzal 
(SHP-2, SHIP, PI3K, SHC) és milyen erősségű kölcsönhatásba tud lépni a foszforilált Fc 
receptor, illetve milyen egyéb, a molekuláris környezetben jelenlévő fehérje vesz részt a gátlás 
folyamatában. 
A témához szintetizált foszfopeptidek tömegspektrometriás jellemzése az 1.3. táblázatban, 






AENTITY(P)SLLMHPC 1672,83 1674 SGP (human, 1TIM, 279-291+C) 
AENTITY(P)SLLKHPC 1668,84 1669 SGP1 (mouse, ITIM, 279-291+C) 
CRKKRIS(P)ALPG 1308,51 1308,6 SGP2 (FcRIIb3, C+240-250) 
EPPDHQY(P)YNDFPG 1658,59 1658,9 SGP3 (SHC 233-245) 
DADSY(P)ENMD 1139,03 1139,4 CD19/2 (511-519) 
LGSQSY(P)EDMRG 1322,33 1322,2 CD 19/1 (479-489) 
NSRLSAY(/>)PALEGVC 1558,68 1558,1 SGP4 (CD5 459-471+C) 
ELFDDPSY(P)VNVQNL 1732,76 1733 SGP 5 (SHC 310-323) 
AENTITYSLLMHPC 1592,86 1594,7 SGnP (human, ITIM, 279-291+C) 
ö/o//nv/-AENTITY(P)SLLKHPC 2008,33 2008 Biot-SGPl 
ő/o///iW-EPPDHQY(/5)YNDFPG 1998,01 1998 Biot-SGP3 
ű/of/«y/-NSRLSAY(/3)PALEGVC 2071,25 2072 Biot-SGP4 
Ő/o//«V/-ELFDDPSY(P)VNVQNL 1898,17 1898,8 Biot-SGP5 
ß/'o//«y/-LGSQSY(P)EDMRG 1661,79 1661,9 Biot-CD19/l 
Biotinyl-DA DS Y(ß)EN M D 1478,49 - Biot-CD19/2 
ADERVDY(P)VVVDQQ 1614,63 1615,2 Gab 1 (653-665) 
GDKQVE Y(P)LDLDLD 1602,64 1602,2 Gab 1 (621-633) 
QEDPQDY(P)LLLINC 1642,75 1643,9 Gab 1 (177-189) 
RKKRIS(P)ALPG 1205,29 1205,1 (FcRlIb3, 240-250) 
ELDENY(7^VPMNPN 1513,57 1513,8 Gab 1 (442-453) 
IQEANYíTVVPMTGP 1398,49 1398,6 Gab I (467-478) 
Biotinyl- RKKRIS(P)ALPG 1544,78 1544,3 Biot-(FcRIIb3, 240-250) 
Biotinyl- ELDENYfPjVPMNPN 1852,02 1852 Biot- Gab 1 (442-453) 
Biotinyl- IQEANY(7>jVPMTGP 1737,92 1736,5 Biot- Gab 1 (467-478) 
Biotinyl- GDKQVE Y(/>)LDLDLD 1602,64 1602,2 Biot-Gab 1 (621-633) 
1.3. táblázat 
A kötődés vizsgálatához nemcsak a megfelelő foszfopeptidekre, hanem ezek biotinnal jelzett 
formáira is szükség volt. A biotinilálás kedvelt fehérje jelzési módszer, de az egyértelmű (és 
egyszeres) jelzés biztosítása nem mindig egyszerű. Viszonylag könnyű helyzetben vagyunk, 
ha csak egy acilezhető funkció (pl. az N-terminális aminő csoport) van a molekulában. Az 
aktív-észteres kapcsolás meglehetősen kis mennyiségben kivitelezhető, a kapott terméket a 
reakcióelegyből HPLC-vel könnyen izolálhatjuk. Gyakran azonban olyan a jelezni kívánt 
peptid szekvencia, hogy az utólagos jelzés egyértelműen nem oldható meg. Ezekben az 
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esetekben a megfelelő védett foszfatált pepiidet még a hordozón, szilárd fázison biotiniláltuk, 
majd TFA-val eltávolítottuk a hordozóról. Megállapítottuk hogy a fenti módon viszonylag jó 
termeléssel szintetizálhatok a biotinilált peptidek, a védőcsoporteltávolítás során számottevő 
mellékreakció nem történik. A fenti munka részletei az 1.5. közleményben találhatók. 
Az előzőekben említett foszfopeptidek döntő többsége tirozinon volt foszforilálva, néhány 
esetben azonban a foszfát csoport szerin részekhez kötődött. A szerin tulajdonképpen jóval 
könnyebben foszforilálódik, de a foszfát beépítést követően végzett védőcsoport eltávolítások 
(piperidines kezelés) során a védett foszfátcsoport eliminációjával és reaktív dehidro-peptidek 
képződésével találkozhatunk. Ez a mellékreakció (irodalmi adatok szerint is) jól kivédhető, ha 
a foszfát észter egyik védőcsoportját eltávolítjuk. (Csak az egyiket, mert egyébként másik 
mellékreakció, a pirofoszfát képződés veszélye jelenik meg). Ilyen globális módszer azonban 
eredetileg nem volt ismert az irodalomban. 
A kívánt szintézishez olyan foszforamidit származékra lenne szükség, amely különböző, 
egymás mellett (és a peptidláncon már meglévő többi oldalfunkció védelem mellett is) 
szelektíven eltávolítható védőcsoportokat tartalmaz. Azt találtuk, hogy a P-cianoetil-terc. butil 
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2. Diszulfídhidas peptidek. skorpiótoxinok szintézise 
A legegyszerűbb poszttranszlációs módosítás, ami a riboszomális fehérje szintézist követően 
megtörténhet, a cisztein részek oxidációja cisztinné. A kapott makrociklusok jelenléte -
általában a biológiailag aktív konformáció stabilizálása révén - elengedhetetlen számos 
polipeptid fiziológiai - farmakológiai hatásához. Mivel a diszulfidhíd - diszulfidhidak 
meglehetősen jelentős arányban vannak jelen különböző biológiailag aktív peptidekben, 
érthető, hogy ennek a kiépítése jelentette a legelső kémiai úton végrehajtott poszttranszlációs 
módosítást. Míg az egyetlen diszulfídhidat tartalmazó oligopeptidek szintézisénél (oxitocin, 
vazopresszin, szomatosztatin stb.) ennek kiépítése napjainkban általában már nem okoz 
különösebb problémát, addig az esetenként 3-5 aszimetrikus diszulfídhidat tartalmazó kis 
fehérjék, nagyobb polipeptidek kémiai szintézise gyakran ma is kihívást jelent a preparatív 
peptidkémikusoknak. 
Az elmúlt évtizedben különböző biológiai vizsgálatok céljára nagy számú, különböző 
diszulfidhidakat tartalmazó természetes polipeptidet szintetizáltunk, mint pl. atrial 
nátriuretikus peptidet, emberi és patkány CGRP-t, amylint, különböző endotelin -féleségeket, 
C-tipusú nátriuretikus peptidet (elsők között a világon), különböző ioncsatorna blokkoló 
skorpiótoxinokat stb. A nagyszámú peptid közül csak két családról teszek az alábbiakban 
említést: a nátriuretikus peptidekről és a skorpiótoxinokról. 
2.1. Nátriuretikus peptidek szintézise és központi idegredszeri hatásaik vizsgálata. 
A só és vízháztartást szabályozó ú.n. nátriuretikus peptideket viszonylag későn fedezték fel, az 
első közlemény az A-típusú nátriuretikus peptidről 1981-ből származik, a B és C-típusú 
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nátriuretikus pepiidet csak közel tíz évvel később írták le. A peptidek szerkezete a 2.1. ábrán 
látható. 
2.1. ábra 
Hamarosan kiderült, hogy ezen peptidek nemcsak a szív élettanában játszanak fontos szerepet, 
hanem jelentős mennyiségben megtalálhatók a központi idegrenszerben és só-vízháztartás 
valamint a kardiális funkciók központi szabályozása mellett viselkedési és tanulási 
folyamatokat is szabályoznak. 
Munkánk során célul tűztük ki a patkány és emberi ANP, a CNP, valamint rövidebb 
fragmenseik szintézisét (2.2. ábra) és biológiai vizsgálatát abból a célból, hogy ismereteket 
szerezzünk a centrális hatások aktív centrumáról, valamint e hatások finomabb 
mechanizmusáról, és ezen hatásokban más hormonok ill. neurotranszmitterek részvételéről. A 
peptidek szintézise szilárd fázison, Merrifield polimeren, Boc-kémiával történt. A folyékony 
hidrogénfluoriddal történt védőcsoport eltávolítás és gyantáról történt hasítás után kapott 
peptideket szükség szerint vizes ecetsavban oldottuk, a diszulfidhidak kiépítése kálium-
hexaciano-ferrrát(III) oldattal történt. A kapott nyers ciklikus peptideket RP-HPLC-vel 
tisztítottuk, majd szerkezetigazolásuk részben tömegspektrometriával, részben HPLC 
koelúcióval történt. 
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A szintetizált peptidek az alábbiak: 
rANP,.28 s L R R S S C F G G R I D R I G A Q S G L G C N S F R Y 
rANP,3.,2 D R I G A Q S G L G 
rANP,2.22 I D R I G A Q S G L G 
hANPM.28 R M D R I G A Q S G L G C N S F R Y 
h A N P , « , G A Q S G L G C N s F R Y 
hANP13. l7 D R I G A 
hANP17.22 A Q S G L G 
hANPj^s L G C N s F R Y 
rANP7.23 C F G G R I D R I G A Q S G L G C 
rANP|7_23 A Q S G L G C 
hANP|.;s s L R R S S C F G G R M D R I G A Q S G L G C N s F R Y 
CNP,.22 G L S K G C F G L K L D R I G S M S G L G C 
CNP.4.22 1 G S M S G L G C 
CNP18-22 S G L G C 
2.2 . ábra 
A rövidebb fragmensek tanulási folyamatokra gyakorolt hatásából megállapítottuk, hogy a 
teljes molekula központi idegrendszeri hatásait ezek a rövid fragmensek is hordozhatják. A 
gyűrű megléte a központi hatáshoz nem szükséges, és ennek az aktivitásnak az aktív centruma 
valahol a 15 és a 23. aminosav között van. Ezen biológiai mérések eredményeit az alábbi 
táblázat foglalja össze: 
Peptid Esetszám Elhárító magatartás Aktivitás % Szignifikancia 
a - rANP|.28 (30) 182,4 ± 18,1 100 • 
rANP6.:7 (11) 168,2 ± 11,0 92 • 
rANPj.28 (12) 188,2 ± 11,5 103 • 
hANP, i-28 (8) 175,1 ± 4,4 96 • 
hANP 16-28 (8) 158,9 ± 9,4 87 • 
hANP2!-28 (12) 113,2 ± 9,1 62 NS 
rANP7-23 (10) 172,2 ± 11,0 94 • 
rANP17,23 (10) 120,8 ± 9,0 66 NS 
a - hANPi-28 (12) 226,2 ± 18,0 124 • 
pBNPi-32 (14) 204,6 ± 9,5 112 • 
pBNP7,j2 (8) 207,7 ± 5,0 114 • 
Kontroll (19) 101,7 ± 7,5 
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A fenti vizsgálatok részleteit a 2.1 és a 2 .6 közlemény tartalmazza, a hatásmechanizmussal 
kapcsolatos kísérletek részletei a 2 .2-2.5 illetve a 2 .7 ,2 .9-2 .15 közleményekben találhatók. 
2.2. Ioncsatorna blokkoló skorpiótoxinok szintézise és kardiovaszkuláris hatásaik 
vizsgálata. 
A nyolcvanas és kilencvenes években számos, több diszulfidhidat tartalmazó természetes 
polipeptidet fedeztek fel. Ezek között jónéhány pók ill skorpiótoxin található. Ezeknek a 
toxinoknak a fő biológiai hatása valamelyik ioncsatorna blokkolása. 
Általában e toxinok 20-50 aminosavat tartalmazó polipeptidek, amelyeknek a bennük 
található számos diszulfidhíd gombolyagszerü térszerkezetet kölcsönöz. Egyes elméletek a 
csatornablokkoló hatást is ezzel a gombolyaszerű szerkezettel hozzák összefüggésbe. A két 
skorpiótoxin, amelynek a szintézisével megpróbálkoztunk, a 37 aminosavból álló, 3 
diszulfidhidat tartalmazó charybdotoxin és a vele 68%-os homológiát mutató iberiotoxin. 
Mindkét polipeptid a Ca2+ aktivált K+ csatornát blokkolja, ez az ioncsatorna fontos szerepet 









Biológiai vizsgálatok céljára szintetizálni kívántuk a fenti két polipeptidet - ezt részben a két 
toxin igen magas ára, részben az indokolta, hogy a 90-es évek elején az iberiotoxin kémiai 
szintézise még nem volt ismert az irodalomban és a charybdotoxin szintéziséről is viszonylag 
kevés adat állt rendelkezésre. 
E peptidek szintézisére két fő megközelítés adódik: 
1. A megfelelő hexaszulfhidril csopotokat tartalmazó peptid szintézise és ezek után alkalmas 
körülmények keresése a természetes toxinnak megfelelő diszulfidhíd „mintázat elérésére. 
2. Ortogonális védöcsoportok alkalmazása a cisztein részek védelmére és a diszulfidhidak 
egymás utáni kiépítése. 
Mivel ez utóbbi esetben komoly nehézségekbe ütközött a részlegesen védett, diszulfidhidat 
tartalmazó köztitermékek izolálása és szerkezetbizonyítása, valamint e módszer lényegesen 
drágább, ezt a megközelítést elvetettük. 
Az első módszer szerint, amelyet sikerrel alkalmaztunk, a peptideket Boc-Gln-Pam ill. Boc-
Ser (Bzl)-Pam polimeren építettük fel. A folyékony hidrogénüluoridos védőcsoporteltávolítás 
után kapott nyers hexaszulfhidril peptideket 2M karbamid tartalmú pH=8.7 glicin-NaCl 
pufferben szolubilizáltuk, majd levegő bekeverésével oxidáltuk, ezután az egész 
reakcióelegyet szűrés után közvetlenül RP-HPLC oszlopra vittük. A kapott tiszta peptidek 
szerkezetbizonyítását részben tömegspektrometriával, részben természetes standarddal való 
koelúcióval végeztük el. Az eredmények a 2.5. és 2.6. ábrán láthatók. 
Megállapíthattuk hogy ezzel a módszerrel viszonylag olcsó kiindulási anyagokból relatíve jó 
termeléssel akár több száz mg skorpiótoxin állítható elő. A fenti szintézisek leírása a 2.16. 
közleményben, felhasználásuk a 2.16. és 2.18. közleményben található. 
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3. Elágazó láncú peptidek. szintetikus vakcinák 
Az immunválasz alapvető fontosságú az élő szervezetek zavartalan működése szempontjából. 
Az immunfolyamatok szabályozására a legrégebben alkalmazott módszer az aktív 
immunizálás, azaz vakcinálás. E folyamat során a legyengített vagy leölt kórokozót oly módon 
juttatják be a szervezetbe, hogy az az immunológiai védekezés szempontjából aktív legyen, de 
komoly betegséget ne okozzon. Az immunológiai memóriának köszönhetően az így 
immunizált szervezet sokkal gyorsabban és hatékonyabban képes azok ellen a kórokozók ellen 
védekezni, amelyekkel szemben vakcinálták. 
Noha a fenti módon számos kórokozó (vírus, baktérium, parazita) ellen sikerült védőoltást 
kifejleszteni, sőt néhány kórokozót (pl. a feketehimlő vírusát) gyakorlatilag kiirtani, a 
módszer számos patogén esetében nem, vagy csak korlátozottan használható. A módszer 
korlátjaként megemlíthető a kórokozók fehérjeállományának variabilitása, a vakcináció során 
esetleg bekövetkező fertőzés - és ennek során súlyos betegség kialakulásának veszélye-, a 
nem kellően standardizálható, esetenként meglehetősen drága oltóanyagok. 
A molekuláris biológia és az immunológia az utóbbi egy-másfél évtizedben történt 
robbanásszerű fejlődése megteremtette a lehetőségét annak, hogy új típusú mesterséges 
alegység vakcinákat fejlesszünk ki. 
Ennek lehetőségét nagymértékben elősegítik azok az eredmények, amelyek az 1990-es 
években tisztázták a T-limfociták által történő antigénfelismerés, valamint az 
antigénfeldolgozás és bemutatás elvét. Ezen ismeretek felhasználásával megnyílt a lehetősége 
annak, hogy azonosíthassuk, ill. térképezzük a fő hisztokompatibilitási génkomplex (MHC) 
által kódolt fehérjékhez kötődni képes peptid alegységeket, az MHC molekulák peptidkötő 
helyéhez illeszkedő, valamint a TCR-ral kapcsolatot teremtő aminosavakat. A kötődésben 
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szerepet játszó aminosavak minőségének felderítése, a kötőhelyek finomszerkezetének, 
esetleges 3D szerkezetének megismerése lehetőséget biztosíthat olyan mesterséges peptidek 
vagy peptidanalógok tervezésére és szintézisére, amelyek egyrészt megfelelően nagy 
affinitással rendelkeznek mindkét kötőhelyhez, másrészt különböző vírus altípusok között 
keresztreagálni képesek. Ez természetesen rávilágít az alegységvakcinációs stratégiák egy, már 
eddig is ismert nehézségére, amely hátterében az MHC molekulák sokfélesége és ebből 
következően eltérő peptidkötő specifitása áll, amely megnehezíti az összes egyedben hatékony 
alegység vakcinák terverzését. Ezért van szükség olyan "második generációs" alegység 
vakcinákra, amelyekben az ellenanyagok számára felismerhető epitópok lehetőség szerint több 
MHC molekulához kötődni képes T-sejt epitópokkal és az immunogenitást növelő 
hordozókkal valamint adjuvánsokkal megfelelő kombinációban együtt szerepelnek. Mivel az 
immunológiai felismerés során az MHC molekulák mintázata genetikailag örökölt, a B és T 
sejtek receptorai pedig szinte végtelenül variábilisak, az irányított immunválasznak 
legkönnyebben manipulálható komponense éppen maga az antigén. 
A megfelelő védettség eléréséhez azonban mind sejtes, mind humorális immunválasz 
szükséges. Az ideális vakcinának nyilvánvalóan az immunrendszer mindhárom fő eszközének 
(B-limfociták, "segítő" helper T-limfociták, "ölö" citotoxikus T-limfociták) proliferációját 
elősegítő antigén-determinánsokat tartalmaznia kell, továbbá általánosan immunogénnek kell 
lennie a genetikailag igen kevert, egész humán populációban. 
A B- illetve T-limfociták termelődését viszont a vírusfehérjék különböző szakaszai 
indukálják. Ezért szükséges a vírusok fehérjeanyagának pontos feltérképezése, a másodlagos 
szerkezet és az epitópok számítógépes analízise, az így kiválasztott peptidek kémiai szintézise 
és az ezt követő immunológiai vizsgálata. Tovább bonyolítja a helyzetet, hogy a különböző 
vírusok fehérjealkotói nemcsak aminosavakat, hanem más molekulákat (szénhidrátrész, 
nukleinsav, lipoidok, stb.) is tartalmaznak, és a megfelelő felismeréshez ezek is szükségesek 
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lehetnek. Az ilyen lipo-, nukleo-, gliko-proteidszerű struktúrák kémiai szintézise viszont még 
távolról sem megoldott feladat, tehát a szintetikus kémia teljesítőképessége határt szab a 
mesterséges vakcinák felhasználásának. 
Az influenza vírusok egyszálas RNS vírusok, amelyek 10 különböző fehérjét tartalmaznak. 
Ebből a 10 fehérjéből 3, a hemagglutinin, a neuraminidase és az M2 mátrixfehérje található 
meg transzmembrán fehérjeként a vírus felszínén, míg a többi (Ml mátrixfehérje, a 
nukleoprotein, továbbá 3 vírus polimeráz) a vírus kapszula alkotórésze. Az influenza 
vírusokat a mátrix fehérje és a nukleoprotein antigén tulajdonságai alapján három típusba 
sorolhatjuk: A, B és C. A hemaglutinin és a neuramidináz szerkezete alapján az A vírusok 
további 14 altípusba sorolhatók. Érdekes módon csak 3 szerotípus okoz a fenti 14-ből 
megbetegedéseket az emberi populációban. Az influenza A vírus sikere főként a felszíni 
glikoproteinjeinek (leginkább a hemagglutininnek) variabilitásával kapcsolatos. A 
hemagglutinin egyláncú polipeptidként szintetizálódik (543 aminosavból áll), majd a vírus 
érése folyamán trimerizálódik és különböző poszttranszlációs módosításokon megy át. Ezek 
közül az egyik legfontosabb a gazdasejt tripszinszerü szerin proteáza által végzett hasítás a 
329-es pozícióban lévő arginin után. 
3.1. ábra Az influenza vírus hemagglutinin polipeptid láncai 
A hasítás után felszabaduló N-terminális polipeptid (HA2 alegység) egyrészt a molekula 
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leginkább állandó, konzervatív része, annak 1-14 szakasza minden influenza altípusban 
azonos. Ez a szakasz egyébként erős homológiát mutat más vírusokkal (HIV, bárányhimlő 
stb.). Másrészt a gazdasejt endoszómáiban található enyhén savas pH-n ez a felszabaduló N-
terminális fragmens irreverzibilis módon konformációt vált, és képessé válik arra, hogy a 
vírust a gazdasejt membránjához horgonyozza és a vírus internalizációját elindítsa. A hasítás 
után felszabaduló C-terminális polipeptidnek viszont a vírus infektivitásában van nagy 
szerepe, az igen variábilis szakaszok mellett azonban található néhány, viszonylag kevéssé 
változó szakasz, amelyek alapvető szerepet játszanak a védettség kialakulásában. 
A vírus ellenes protektiv immunválasz egyrészt neutralizáló ellenanyagok képződésétől, 
másrészt a citotoxikus T limfociták aktiválásától függ. Mindkét típusú immunválasz, valamint 
a megfelelő immunológiai memória kialakulása is az MHCII korlátozással működő, CD4+ 
segítő (helper) T-sejtek (Th) aktivitását igényli. Korábbi munkánk során a rendkívül 
v áltozékony emberi influenza A vírus HA fehérjéjének egy konzervatív szakaszán, amelyet 
nem érint az „antigén drift" jelensége, a B és T limfociták számára felismerhető epitópokat 
azonosítottunk. Az adott régió - amely a HA molekula két alegysége között helyezkedik el és 
a vírus életciklusa során fontos szerepet játszik a membrán fúzióban - természetes aminosav 
szekvenciájának megfelelő átfedő és rövidebb fragmens peptidek segítségével meghatároztuk 
az ellenanyagok és a Th sejtek által felismerésre kerülő szekvencia darabokat. E munka 
eredményeként a membrán fúzió gátlására és neutralizáló hatású ellenanyagok kiváltására 
képes, 25 aminosavból álló, a konformációtól erősen függő, természetes szekvencián alapuló 
peptid-antigént állítottunk elő. 
A tervezett kísérletes munka során ezt az előzetesen azonosított, a B-limfociták és CD4+, 
MHC II korlátozással működő segítő T-sejtek számára egyaránt felismerhető, a letális dózisú 
influenza vírussal egerekben védelmet biztosító fehérje szakasz további molekuláris szintű 
térképezését kívántuk megvalósítani. Az epitópok feltérképezésére felhasznált peptideket 
/ >»' 
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Peptidszekvencia Tömegs jektrum Kód 
számított talált 
VTGLRNIPSIQSR 1438,8 1439,9 P4(H 1,317-329) 
RGLFGAIAGFIEGR 1463,7 1463,2 P3 
GLFGAIAGFIEG 1151,3 1151,5 Pl 
VTGLRNIPSIQSRGLFGAIAGFIEG 2574,0 2574,3 P2(H 1,317-341) 
VTGLRNÍPSIQSRGLFGAIAGFIEG 2572,97 2573,6 D-Arg-P2 
RGLFGAIAGFIEG 1306,53 1306,2 P3-1 
VTGLRNIPSIQS 1283,49 1284,1 P4-1(H 1,317-328) 
LRNIPSIQS 1026,20 1026,9 Hl (320-328) 
GLRNIPSIQS 1083,25 1083,8 Hl (319-328) 
MRNVPEKQT 1101,29 1101,6 H3(320-328) 
GMRNVPEKQT 1158,34 H3(319-328) 
LRNVPQIES 1054,21 1054,9 H2(320-328) 
GLRNVPQIES 1111,26 1111,9 H2(319-328) 
LRNIPSIQSR 1182,39 1183,3 Hl (320-329) 
LRNVPQIESR 1210,40 1211,0 H2(320-329) 
MRNVPEKQTR 1257,47 1258,0 H3(320-329) 
GLRNIPSIQSR 1239,45 1239,8 Hl (319-329) 
ATGLRNVPQIESRGLFGA1AGF1EG 2572,96 2573,3 HS2IP(317-341) 
LATGMRNVPEKQTRGLFGAIAGFIEG 2734,28 2734,0 HS3IP(316-341) 
VTGLRNIPSIQ 1196,5 1196,9 HS1X(317-327) 
PK.YVKQNTLKLAT 1502,82 1503,4 H3(306-318) 
PKYVKSEKLVLAT 1474,81 1475,3 H2(306-318) 
PKYVRSAKLRMVT 1547,94 Hl (306-318) 
LFGAIAGFI 907,12 907,7 H1,HA2(2-10) 
TGLRNIPSIQ 1097,28 1097,0 Hl (318-327) 
VTGLRNIPSI 1068,29 1067,9 Hl (317-326) 
ATGLRNVPQIESR 1439,63 1440,2 P4/H2,(317-329) 
LATGMRNVPEKQTR 1599,87 1599,7 P4/H3,(316-329) 
VTGLRNIPS 955,12 955,8 Hl (317-325) 
TGLRNIPSIQSR 1340,54 Hl (318-329) 
GLRNVPQIESR 1267,45 H2(319-329) 
GMRNVPEKQTR 1314,52 H3(319-329) 
RNIPSI 697,83 698,5 H 1(321-326) 
ATGLRNVPQIE 1196,37 H2(317-327) 
ATGMRNVPEKQ 1229,42 H3(317-327) 
PKYVRSAKLRM VTGLRNIPSI 2398,93 Hl (306-327) 
RNIPSIQSR 1069,23 Hl (321-329) 
VTGLRNIP 868,05 868,7 Hl (317-324) 
ATGMRNVPEKQTRGLFGAIAFIEG 2676,12 H3,(317-341) 
ATGMRNVPEKQTR 1486,73 H3,(317-329) 
PKYVRSAKLRMVTGLRNIPSIQSR 2770,37 2771,7 306-329 Hl 
PKYVKQNTLKLATGMRNVPEKQTR 2800,35 2801,2 306-329 H3 
PKYVRSAKLRMVTGLRNIPSIQSRGLFGAIAGFIEGR 4059,88 4060,2 306-341 HÍR 
PKYVKQNTLKLATGMRNVPEKQTRGLFGAIAGFIEGR 4089,86 4090,0 306-341 H3R 
PKYVKSEKLVLATGLRNVPQIESRGLFGAIAGFIEGR 4014,77 4015,1 306-341 H2R 
PKYVKSEKLVLATGLRNVPQIESR 2725,25 2725,0 306-329 H2 
3.1. táblázat 
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3.1. táblázat foglalja össze, a peptidek szilárd fázison, Boc-kémiával készültek, p-metil-
benzhidrilamin polimeren. A folyékony hidrogénfluoriddal történt védőcsoport eltávolítás és 
gyantáról történt hasítás után kapott peptideket RP-HPLC-vel tisztítottuk, majd részben 
immunológiai, részben FTIR és CD konformációs vizsgálatra kerültek. A konformációs 
vizsgálatok szerint a 317-341 régió a környezettől függően többféle térszekezetet vehet fel, 
ennek a megfelelő immunológiai relevanciája is felismerhető. Míg a fúziós peptidnek nevezett 
C-terminális rész (ami egyébként megfelel a HA2 alegység N terminális részének) inkább 
helikális szerkezetű, az epitópokat hordozó N-terminális szakasz nyújtott konformációjú, ill p 
kanyarokat tartalmaz. A fenti munkák részletei a 3 . 1 , 3 . 3 , 3 . 4 , 3 . 5 , 3 . 6 , és 3 . 1 5 sz. 
közleményekben találhatók. 
A kapott eredmények alapján részben az epitópok további módosítását, részben az egyes 
oldalláncok cseréjét végeztük el. A munka két része osztható: 
a) A B- és T-limfociták számára felismerhető peptid-epitópok minimális méretének 
meghatározása különböző számú aminosavakból álló, a C- és N-terminálison csonkított 
peptidek immunológiai aktivitásának vizsgálatával. 
3.2. ábra 
b) Az I-Ed típusú MHC II molekulákhoz való kötődés szempontjából fontos ú.n. horgonyzó 
aminosavak természetének és az MHC - peptid kölcsönhatás törvényszerűségeinek vizsgálata 
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valamint a T-sejt receptorral (TCR) való kölcsönhatás követelményeinek tanulmányozása 
különböző pozíciókban célzottan módosított peptid analógokkal. 
Ezekben a vizsgálatokban elsőként egy aktívnak minősített dekapeptid 4. helyzetben levő 
leucin aminosavát eltérő méretű és térkitöltésű hidrofób aminosavakkal helyettesítettük, amely 
stratégia felhasználásával módunk nyílt az MHC II molekula első, legfontosabb kötőhelye 
finomszerkezetének és méretének feltérképezésére. E vizsgálatokhoz a 3. 2. táblázatban 





VTGC/v/RNIPSIQSR 1507,2 1508.0 CpaP4 
VTGMi/RNIPSIQSR 1522,6 1523,3 NalP4 
VTG7V/JRNIPSIQSR 1512.75 1513.3 WP4 
VTGFRNIPSIQSR 1473.71 FP4 
VTGKRNIPSIQSR 1489.71 YP4 
3.2. táblázat 
A korábbi vizsgálatok eredményeire alapozva több mesterséges szekvenciát terveztünk és 
szintetizáltunk. E munka is két részből állt: 
a) C- és N-terminálison hosszabbított peptid analógok és kovalensen kapcsolt ú.n. 
„multipeptidek" szintézise és összehasonlító funkcionális vizsgálata. A felhasznált peptidek a 





PKYVKQNTKRGATGMRNVPEKQTR 2787,23 2787,0 PKTR-L.H3 
PKYVRSAKLRRGVTGLRNIPSIQSR 2852,38 PKSR.H1 
LATGMRNVPEKQTRGLFGAIAFIEG 2676,12 2677,0 HS3IP-G" 
Ac VTGLRNIPSIQSRGLFGAIAGFIEGKR 2899,42 2899,3 P2KR 
Ac VTGLRNIPSIQSRGLFGAIAGFIEGK(7M>jR 3111,42 3111,2 TNP-P2KR 
3.3. táblázat 
b) Az emberi influenza A vírus három eltérő altípusának (Hl, H2, H3) megfelelő HA 
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szekvenciákat magukban foglaló peptid tervezett módosítása olyan egy vagy több 
szubsztitúciós kiméra peptidekké, amelyek feltételezhetően keresztreagáló T és B sejt választ 
váltanak ki. Ezek a vizsgálatok további adatokat szolgáltatnak az MHC kötődésben és a TCR-
ral való kölcsönhatásban szereplő aminosav oldalláncok szerepére vonatkozóan is. Az 





ATGLRN1PQIE 1210,41 1211,30 H2I 323 
ATGLRNIPSIQ 1168,37 . 1169,10 Hl A 317 
ATGLRNVPSIE 1155,33 1156,10 H2S 325 
VTGLRNVPQIE 1224,44 1225.00 H2V317 
VTGLRNVPSIQ 1182,40 1183,20 HÍV 323 
VTGLRN1PQIQ 1237,48 1238,60 H1Q325 
VTGLRNIPEIQ 1237,71 1239,30 H1E325 
ATGMRNVPSKQ 1186,62 1188,10 H3S 325 
VTGMRNIPSKQ 1211,44 1212,80 H1K326 
VTGMRNIPSIQ 1213,66 1215,90 HÍM 320 
ATGMRNVPEIQ 1213,62 H3I326 
ATGLRNVPEKQ 1210,68 H3L320 
3.4. táblázat 
A hemagglutinin fragmensek vizsgálatával kapott információk birtokában olyan elágazó láncú 
peptid konstrukciókat (MAP) terveztünk és szintetizáltunk, amelyek jelentős, 70-80 %-os 
védettséget képesek előidézni egerekben 5-szörös letális dózisú influenza vírussal történő 
fertőzéssel szemben. (3.5. ábra). A szintetizált elágazó láncú peptidek szerkezete a 3.3. ábrán, 
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2.4. ábra 
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Az elágazó láncú peptidek szintézise Boc-kémiával MBHA polimeren történt, az 
elágazásoknál Boc-Lys(Boc)-OH felhasználásával. A hidrogénfluoridos hasítás után kapott 
nyersterméket C4 oszlopon reverz fázisú kromatográfiával tisztítottuk. A szerkezetigazolás a 
peptidkonstrukció mérete miatt először nehézségekbe ütközött, csak enzimatikus emésztés 
után sikerült a kapott fragmenseket azonosítani, később azonban az elektrospray 
tömegspektrometria felhasználásával megoldódott ez a probléma. A munka részleteit a 3 . 2 . , 
3 . 6 . , 3 . 1 1 . es 3 . 1 5 . sz. közlemények tartalmazzák 
Szintetikus vakcinák előállítására vonatkozó próbálkozásaink során megfelelő pozícióban 
lipidszerü struktúrákat tartalmazó konstrukciókat szintetizáltunk. Ezekben a lipidrészek 
beépített adjuvánsokként viselkedhetnek. Az előállított származékokat a 3. 5. táblázat 





VTGLRNIPSIQSRrfPa/; 1779,2 1780,0 P4(T-Pal) 
VTGLRNIPSIQSR T(Pal) - T(Pal)-T(Pal) 2461,27 2459,0 P4(T-Pal)3 
VTGLRNIPSIQSRGLFGAIAGFIEG T(Pal) 2912,5 2913,1 P2(T-Pal) 
VTGLRNIPSIQSRGLFGAIAGWIEG r(Pa/j 2951,2 2951,6 P2WT-Pal 
VTGLRNIPSIQSRGLFGAIAGWIEG7yOcf; 2839,8 2840,0 P2WT-Oct 
3.5. táblázat 
45 
Fertőzés utáni napok 
3.5. ábra 
A korábbi vizsgálatok alkalmazásával legérdekesebbnek bizonyult ú.n. P4 epitóp (Hl 317-
329) oldalláncai szerepének további térképezéséhez a 3. 6. táblázatban látható, alaninnal 





VAGLRNIPSIQSR 1409.67 1409.3 H1A318 
VTALRNIPSIQSR 1453.72 1453.0 H1A319 
VTGARNIPSIQSR 1397.61 1398.2 H1A320 
VTGLANIPSIQSR 1354.58 1354.4 H1A321 
VTGLRAIPSIQSR 1396.67 1397.2 H1A322 
VTGLRNAPSIQSR 1397.61 1398.0 H1A323 
VTGLRNIASIQSR 1413.66 1413.2 H1A324 
VTGLRNIPAIQSR 1423.63 1423.3 H1A325 
VTGLRNIPSAQSR 1397.61 1397.2 H1A326 
3.6. táblázat 
A kapott peptidek immunológiai karakterizálása mellett molekulamechanikai szimulációkat is 
végeztünk a legvalószínűbb elhelyezkedés meghatározására. A számítások és a funkcionális 
analízisek szerint a minimális, T sejt aktivációhoz szükséges szekvencia a 317-326-os rész, a 
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320-as Leu szükséges az MHC II molekula l-es kötő zsebéhez történő kölcsönhatáshoz, a 
324-es Pro viszont esszenciális a T-sejt receptorhoz történő kötődéshez. A fenti munka 
részletei a 3 . 1 3 . sz közleményben találhatók. 
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4. Lipopeptidek szintézise 
A peptid-lipid konjugátumok számos szempontból érdekesek lehetnek: 
Egyrészt megváltoztathatják a peptid biológiai membránokhoz való kötődését, ami különösen 
jelentős lehet a peptidekkel szembeni immunválasz kiváltásánál, másrészt a megváltozott 
transzport molekuláris kapszulázásra ad lehetőséget, ami pl. peptidek gyógyszerré történő 
fejlesztésénél nyithat új távlatokat. Lipopeptideket egyébként biológiai rendszerek is 
előállítanak, egyes biológiailag aktív peptideknél a biológia hatás nélkülözhetetlen eleme ez a 
lipoid rész. Ilyen pl. a nemrégiben felfedezett O-palmitoil treonint tartalmazó kalcium 
csatorna blokkoló PLTX II, vagy az Ooktanoil szerint tartalmazó GH felszabadulást okozó 
ghrelin. 
Számos esetben használtak az irodalomban palmitoilezett lizin részeket vagy tripalmitiol-S 
gliceril-ciszteint tartalmazó peptid molekulákat megnövekedett immunválasz kiváltására. A 
biológiai érdekesség és fontosság ellenére viszonylag kevés közlemény foglalkozik lipopeptid 
származékok kémiai szintézisével. Kémiai szempontból a lizin részek (esetleg cisztein részek) 
zsírsavakkal (pl palmitinsavval) történő acilezése viszonylag problémamentesnek tekinthető, 
de a megfelelő hidroxiaminosavak OH-csoportjukon történő módosítása nagyobb szintetikus 
kihívást jelent. Viszont az így módosított peptidszármazék tökéletesen biodegradábilis, a 
kapott konjugátum lipázokkal hasítható. Ráadásul egyes esetekben, mint pl. az előzőekben 
említett PLTX II és ghrelin esetében a biológiai hatáshoz pontosan ilyen módosítás szükséges. 
Az előző fejezetben már említést tettem hemagglutinin fragmensek Opalmitoil-treoninnal 
módosított származékairól. Ezekkel kapcsolatos célkitűzésünk hármas volt: 
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1. Egyrészt célul tűztük ki, hogy kidolgozzuk zsírsavakkal O-acilezett hidroxiamino-
savak szintézisét. 
2. Másrészt meg kívántuk vizsgálni a beépített lipidrészeknek a peptidkonformációjára 
gyakorolt hatását. 
3. Ugyanakkor azt reméltük, hogy a lipidekkel módosított peptid kedvezőbb antigén 
tulajdonságú lesz szintetikus vakcinák tervezésére és előállítására vonatkozó erőfeszítéseink 
során. 
Az elért eredményeket az alábbiakban foglalhatjuk össze. 
1. Módszert dolgoztunk ki O-palmitoil-L-treonint tartalmazó peptidek szintézisére. 
Ennek során a szabad alkoholos hidroxilt tartalmazó peptidet szilárd fázison a megfelelő 
zsírsav kloridjával O-acilezzük, majd a peptidlánc teljes kiépítése után folyékony HF-fel 
kezeljük. Megvizsgáltuk az O-palmitoil csoport stabilitását a hidrogénfluoridos hasítás 
körülményei között. Azt találtuk, hogy a palmitoil csoport hasadása a treonin részek 
oldalláncáról elenyésző mértékű a normál hidrogénfluoridos hasítás alatt. Az előállított 
hemagglutinin fragmenspeptidek a következők: VTGLRNIPSIQSRT(Pal), VTGLRNIPS-
IQSRT(Pal)-T(Pal)-T(Pal) és VTGLRNIPSIQSRGLFGAIAGFIEGT(Pal). Előállítottuk 
továbbá a palmitoil csoportot nem tartalmazó, de a C-terminálisán Thr-nal meghosszabbított 
peptidet: VTGLRNIPSIQSRGLFGAIAGFIEGT, illetve ennek egy analógját palmitoilezett 
valamint oktanoilezett formában: VTGLRNIPSIQSRGLFGAIAGWIEGT(Pal) és 
VTGLRNIPSIQSRGLFGAIAGWIEGT(Oct). Az oktanoil-fctreonint tartalmazó peptid 
szintézise a palmitoil vegyületek analógiájára történt. Az előállított peptidek 
tömegspektrometriai jellemzése az előző fejezetben található (3.5 táblázat), a szintézis sémája 
a 4.1. ábrán látható, két lipopeptid tömegspektruma pedig a 4.2 ábrán található. 
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2. Megvizsgáltuk a palmitoilezés hatását a peptid konformációjára. Úgy tűnik, a 
palmitoilezés csak kismértékben változtatta meg a konformációt, viszont liposzómák 








Ezt követően további vizsgálatokkal jellemeztük a palmitoilezés hatását a peptid 
konformációjára különböző oldószer elegyekben valamint unilamelláris liposzómák 
jelenlétében. Megállapítottuk, hogy a rövid, fúziós régiót nem tartalmazó lipopeptid esetében 
(HA317.329) a beépített palmitoil csoport megnövelte a membránkötő képességet, míg ehhez 
hasonló kölcsönhatást a hosszabb, HA317.341 fragmensnél nem észleltünk. A rövidebb 
fragmens esetében a konformációra gyakorolt hatás sokkal kifejezettebb. 
Megállapítottuk továbbá, hogy a szabad peptidek vizes közegben még liposzómák 
jelenlétében is főként rendezetlen konformációt vesznek fel, viszont a lipopeptid származékok 
ilyen körülmények között p-tum és P-réteg szerkezetet mutatnak. 
3. Annak ellenére, hogy számos közlemény bizonyítja a lipopeptidek előnyös 
tulajdonságait immunológiai tesztekben, az előzetes immunológiai vizsgálatok szerint az 
általunk előállított vegyületek nem mutattak lényegesen jobb immunológiai tulajdonságokat, 
mint az eredeti peptidek. 
A hemagglutinin fragmensek liposzármazékainak sikeres szintézise után megpróbálkoztunk a 
természetben is előforduló, C-terminálisán O-palmitoil treonint tartalmazó 44 aminosavból 
álló polipeptid, a PLTX II szintézisével. A peptid primer szerkezete az alábbi: 
ADCSATGDTCDHTKKCCDDCYTCRCGTPWGANCRCDYYKARCDT(Pal) 
Az O-palmitoil-treonin polimer szintézise az előzőekben említett módon történt, a peptidlánc 
teljes kiépítése Boc-kémiával, DCC/HOBt aktiválással történt. A hidrogénfluoridos hasítást 
követő LC-MS vizsgálatok szerint a lineáris peptid a kivánt szerkezettel rendelkezik 
(beleértve a palmitoil részt is, 4.3. ábra). Mivel a PLTX II 5 diszulfidhidat tartalmaz, 
kísérleteket végeztünk a diszulfidhíd kiépítéshez szükséges körülmények optimalizálására. 
Ezek a munkák még folyamatban vannak. 
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5. Konformációsán gátolt peptidek szintézise 
A természetes peptidek igen nagyfokú konformációs szabadsággal rendelkeznek, ez az egyik 
magyarázata a peptidszekvenciák sokfélesége mellett ugyanazon peptidlánc különféle 
biológiai hatásainak. Az oldatban felvett számos különböző konformációs állapot ugyanis 
esetenként lényegesen különböző háromdimenziós szerkezetet, és így különböző 
kötőfelületekkel való kölcsönhatás lehetőségét biztosítja. Ez annak ellenére is így van, ha 
maga a kötő receptor fehérje is részt vehet a neki megfdelő aktív térszerkezet kialakításában. 
Ennek a nagy konformációs szabadságnak a korlátozása egyben a lehetséges viszonylag 
nagyszámú kötődésmód korlátozását is jelenti. A (j) és (p torziós szögek adott értékhez való 
rögzítése (a Ramachandran diagramon megengedett szabad felület jelentős korlátozása) 
komoly áttörést jelenthet a nagy specificitású (esetenként jelentős enzimrezisztenciával 
rendelkező) így gyógyszerként is felhasználható peptid vagy peptidomimetikum molekulák 
tervezése és szintézise terén. 
(i) (iii) (V) (VII) 
































Munkánk során a fenti célra részben különböző ciklikus (3-aminosavakat, részben megnövelt 
térkitöltésű a-aminosav származékokat, részben pedig az oldalláncban ciklizált aromás a -
aminosav származékokat alkalmaztunk, ill. ezeket különböző módszerekkel beépítettük 
biológiailag aktív és gyógyszerkémiai szempontból is érdekes peptidekbe. Az alkalmazott 
származékok szerkezete az 5.1. ábrán látható. 
5.1. Kettes pozícióban szubsztituált dermorfin analógok szintézise. 
Az eredetileg békabőrből izolált dermorfin (H-Tyr-D-Ala-Phe-Gly-Tyr-Pro-Ser-Nf-b) a 
természetben meglehetősen ritka módon D-konfígurációjú aminosavat tartalmaz a 2- es 
pozícióban. Ez részben jelentősen megnövekedett enzimrezisztenciát jelent, másrészt 
felkínálja annak a lehetőségét, hogy az N-terminális tirozin és a molekula C-terminális 
pentapeptid része közötti torziós szögek modulálásával esetleg az eredetinél jobb 
receptorszelektivitást lehetne elérni, amire a morphiceptinnél (Tyr-Pro-Phe-Pro-NHi) 
láthattunk korábban példát. Szilárd fázisú szintézissel 8 különböző merevvázas ciklikus (3-
aminosavat építettünk a D-alanin2 helyett dermorfin analógokba, majd a kapott analógok p és 
ö receptor kötődését vizsgáltuk. Megállapítottuk, hogy a morphiceptinnel szemben a fenti 
módon történő konformációs szabadság korlátozása egyértelműen rontotta mindkét receptor 
típushoz való kötődést. Az eredmények felvetik annak lehetőségét, hogy a morphiceptin és a 
dermorfin analógok különböző módon kötődnek receptorukhoz, esetleg különböző receptor 
altípusokhoz kötődnek. A fenti munka részletei az 5 .1. sz. közleményben találhatók. 
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5.2. Kettes pozícióban szubsztituált oxitocin antagonisták szintézise. 
Az oxitocin (H-Cys-Tyr-Ile-GhvAsn-Cys-Pro-Leu-Gly-NPfc) a legrégebben ismert peptid-
hormonok egyike, amit meglehetősen nagy mennyiségben a klinikai gyakorlatban is 
felhasználnak. Antagonistái is nagy klinikai jelentőséggel bírnának, hiszen a koraszülés (aminek 
gyakorisága 5-10 %, és ez kb. 13 millió esetet jelent a világon évente) a csecsemőhalandóság fö 
oka. Szakemberek szerint a koraszülésnek már néhány napos késleltetése is értékes eredményt 
jelenthet. A jelenleg általánosan használt tocolytikumok számos problémát vetnek fel és ezért 
reális az igény hatásosabb és jobban tolerálható tocolytikumok, mint pl. az oxitocin antagonisták 
iránt. A feladat azonban azért nagy kihívás, mert az oxitocin - vazopresszin családnak számos 
receptora (és számos hatása) van, amelyek között csak finom különbségek vannak és így a kellő 
receptorspecificitás és receptor affinitás elérése nem tűnik egyszerű feladatnak. Korábbi 
vizsgálatok alapján kiderült, hogy az antagonista hatás egyértelműen egy bizonyos konformációs 
állapothoz köthető és nagy szerepet játszik benne a 2. pozícióban levő tirozin megfelelő 
módosítása. A kettes pozícióban nagy térkitöltésű apoláros D-aminosav beépítése általában 
kedvez a fenti célnak. Ennek figyelembe vételével számos, 2. pozicíóban helyettesített potenciális 
oxitocin antagonistát terveztünk és szintetizáltunk. A szintetizált analógok két csoportra oszthatók: 
a/ megnövelt térkitöltésű, konformációsán gátolt, különbözőképpen szubsztituált fenilalanin 
származékok 
b/ merev vázas fenilalanin, triptofán ill. O-metil tirozin származékok. 
Az alapvegyület, amelynek helyettesített származékaitállítottuk elő az alábbi: 
Mpa - Xxx - Ile - Gin - Asn - Cys - Sar - Arg - Gly - NH2 
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A szintetizált peptidek szerkezete és HPLC retenciós ideje: 
Peptid Rövidítés gradiens R. 
1 Mpa-S-Atc-Ile-Gln-Asn-Cys-Sar-Arg-Gly-NH2 Mpa',S-Atc2,Sar7AVT a 8 ' 2 8 " 
2 Mpa-R-Atc-Ile-Gln-Asn-Cys-Sar-Arg-Gly-NH2 Mpa',R-Atc2,Sar7AVT a 9'27" 
3 Mpa-I-Car-Ile-Gln-Asn-Cys-Sar-Arg-Gly-NH2 Mpa1,1-Car2,Sar7A VT b 7' 17" 
4 Mpa-II-Car-Ile-Gln-Asn-Cys-Sar-Arg-Gly-NH2 Mpa1,11-Car2,Sar7A VT b 8*01" 
5 Mpa-D-Trp-Ile-Gln-Asn-Cys-Sar-Arg-Gly-NH2 Mpa1, D-Trp2,Sar7A VT a 6*33" 
6 Mpa-D-Cpa-lle-Gln-Asn-Cys-Sar-Arg-Gly-NH2 Mpa1, D-Cpa2,Sar7 A VT a 12*5" 
7 Mpa-L-3Tic-Ile-Gln-Asn-Cys-Sar-Arg-Gly-NH2 Mpa',L-3Tic2,Sar7AVT a 5'92" 
8 Mpa-L-Dbt-I le-G In-Asn-Cys-Sar-Arg-G ly-NH2 Mpa',L-Dbt2,Sar7AVT a 8'01" 
9 Mpa-L-Tcc-Ile-Gln-Asn-Cys-Sar-Arg-Gly-NH2 Mpa',L-Nal2,Sar7AVT - -
10 Mpa-D-Tcc-Ile-Gln-Asn-Cys-Sar-Arg-Gly-NH2 Mpa',D-Tcc2,Sar7AVT - -
11 Mpa-D-Pff-Ile-Gln-Asn-Cys-Sar-Arg-Gly-NH2 Mpa',D-Pff2,Sar7AVT a I0 '7 I" 
12 Mpa-D-Nal-Ile-Gln-Asn-Cys-Sar-Arg-Gly-NH2 Mpa1 ,D-Nal2,Sar7A VT a 14*5" 
13 Mpa-MeOHat-Ile-Gln-Asn-Cys-Sar-Arg-Gly-NH2 Mpa1 ,MeOHat-2,Sar7A VT a 7 '09" 
14 Mpa-I-Dmf-Ile-Gln-Asn-Cys-Sar-Arg-Gly-NH2 Mpa',I-Dmf2,Sar7AVT a 10'94" 
15 Mpa-I-Tmf-Ile-Gln-Asn-Cys-Sar-Arg-Gly-NH2 Mpa1,1-Tm f2,Sar7 A VT a 11'66" 
16 Mpa-L-Igl-Ile-Gln-Asn-Cys-Sar-Arg-Gly-NH2 Mpa',L-Igl2,Sar7AVT a 8' 10" 
17 Mpa-D-Igl-Ile-Gln-Asn-Cys-Sar-Arg-Gly-NH2 Mpa',D-Igl2,Sar7AVT a 9 '01" 
18 Mpa-L-Pff-Ile-Gln-Asn-Cys-Sar-Arg-Gly-NH2 Mpa',L-Pff2,Sar7AVT a 8'71" 
19 Mpa-MeTic-Ile-Gln-Asn-Cys-Sar-Arg-Gly-NH2 Mpa',MeTic2,Sar7AVT a 9*83" 
20 Mpa-S,S-MeTcc-Ile-Gln-Asn-Cys-Sar-Arg-Gly-NH2 Mpa1 ,MeTcc2,Sar7A VT c 12'47" 
21 Mpa-R,R-MeTcc-Ile-Gln-Asn-Cys-Sar-Arg-Gly-NH2 Mpa',MeTcc2,Sar7AVT c 8'21" 
a, 30 -> 45% B 15 min, 1 ml/min áramlás, LiChrosorb C-18 oszlop 
b, 35 50% B 15 min 1 ml/min áramlás, LiChrosorb C-18 oszlop 
c, 26 41% B 15 min 1 ml/min áramlás, LiChrosorb C-18 oszlop 
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A fenti vegyületek tömegspektrometriai jellemzése 
Peptid Mw számított Mw talált 
1 Mpa1 ,S-Atc2,Sar7A VT 1019.86 1019.2 
2 Mpa',R-Atc2,Sar7AVT 1019.86 1019.3 
3 Mpa'.I-Car.Sa^AVT 1044.86 1044.7 
4 Mpa',II-Car2,Sar7AVT 1044.86 1044.3 
5 Mpa',D-Trp2,Sar7AVT 1032.24 1032.8 
6 Mpa',D-Cpa2,Sar7AVT 1027.64 1027.6 
7 Mpa\L-3Tic2,Sar7AVT 1005.20 1005.2 
8 Mpa',L-Dbt2,Sar7AVT 1169.00 1169.4 
9 Mpa',L-Tcc2,Sar7AVT 1043.64 1044.0 
10 Mpa',D-Tcc2,Sar7AVT 1043.64 -
11 Mpa',D-Pfr-,Sar7AVT 1082.53 1083.4 
12 Mpa',D-Nal2,Sar7AVT 1041.18 1043.6 
13 Mpa',MeOHat-2,Sar7AVT 1048.51 1049.5 
14 Mpa\I-Dmf-,Sar7AVT 1020.53 1021.7 
15 Mpa',l-Tmf-,Sar7AVT 1034.53 1036.0 
16 Mpa',L-Igl2,Sar7AVT 1018.53 1020.0 
17 Mpa',D-Igl2,Sar7AVT 1018.53 1019.5 
18 Mpa'.L-Pff-.Sar'AVT 1082.53 1083.4 
19 Mpa\MeTic2,Sar7AVT 1021.28 1021.5 
20 Mpa\S,S-MeTcc2,Sar7AVT 1057.64 1058.4 
21 Mpal,R,R-MeTcc2,Sar7AVT 1057.64 1058.5 
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A mért receptorkötési értékek: 
Peptid OT v, v2 
AVP 1.5±0.1 0.65±0.04 
Oxitocin 6.7±0.5 
Mpa1 ,D-Phe2,Sar7A VT 8±2 421±120 50.1 ±6 
Mca',D-Trp2,Sar7AVT 6±2 3xl05 3.8±0.6 
1 Mpa1, S-Atc2,Sar7 A VT 369.5±87 22901410 1760011838 
2 Mpa',R-Atc2,Sar7AVT 1917.7±1682 53401640 26401163 
3 Mpa',I-Car2,Sar7AVT 854513330 >104 63.514.1 
4 Mpa',II-Car2,Sar7AVT 5745011061 >10" 17.814.1 
5 Mpa',D-Trp2,Sar7AVT 37.6123.2 49601510 8881210 
6 Mpa',D-Cpa2,Sar7AVT 912 812.5 2.810.7 
7 Mpa',S-3Tic2,Sar7AVT * * * 
8 Mpa',L-Dbt2,Sar7AVT 3300 2700 152140 
9 Mpa1 ,L-Tcc2, Sar7A VT * * * 
10 Mpa',D-Tcc2,Sar7AVT * * * 
11 Mpa',D-Pff2,Sar7AVT 5.8812.1 2250 5420 
12 Mpa',D-Nal2,Sar7AVT 2716 3418 7.813 
13 Mpa1 ,MeO Atc-Trp2, Sar7 A VT 56.219.6 194011230 164011100 
14 Mpa',I-Dmf2,Sar7AVT 1.4910.31 48.4125.7 70.8115.8 
15 Mpa',I-Tmf2,Sar7AVT 46.5119.69 2541128 384199 
16 Mpa',L-Igl2,Sar7AVT * * * 
17 Mpa',D-Igl2,Sar7AVT 3.810.18 263137 425129 
18 Mpa1, L- Pff.Sar7 A VT 230184 34201620 995012470 
19 Mpa'5Me-S-Tic2,Sar7AVT * * * 
20 Mpa',Me-S,S-Tcc2,Sar7AVT 20201124 374012850 54001590 
21 Mpal,Me-R,R-Tcc2,Sar7AVT 47001745 956413412 5510016200 
* a receptorkötési mérések folyamatban vannak 
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Néhány analóg in vivo aktivitása - összehasonlítva a klinikai gyakorlatban használt 
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Néhány analóg oxitocin receptor kötődése az 5.3. ábrán látható 
1 1 5 -
9 0 H 
6 5 - 1 
4 0 H 
1 5 4 
-10 -1 r 1 1 
- 1 2 . 5 - 1 1 . 5 - 1 0 . 5 
—i 1 1— 
- 9 . 5 - 8 . 5 - 7 . 5 
konc. (lg) 
- 6 . 5 - 5 . 5 - 4 . 5 
5.3. ábra 
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A fenti munkák részben az 5 .2 . , 5 .3 . és 5.5. közleményekben vannak leírva, részben 
publikálásuk folyamatban van. 
5.3. Új szintézismódszerek konformációsán gátolt peptidek szintézisére. 
A peptidkémiában többé-kevésbé jól ismert az aromás aminosavak oldalfunkcióinak gyűrűbe 
zárása (ez gyakorta a Pictet-Sprengler reakcióval történik) majd a kapott heterociklusos 
aminosav (amelyek egyébként gyakran a természetben is előfordulnak)esetleg rezolválás után 
peptidekbe építhető. A heterociklusos kémiában az utóbbi 1-2 évben nagyon elterjedt a fenti 
reakció felhasználása különböző heterociklusok előállítására - szilárd fázison kivitelezve. A 
fenti két megközelítés azonban legjobb tudásunk szerint nem találkozott a gyakorlatban, 
annak ellenére, hogy a szilárd fázisú kémia elterjesztője éppen a peptidkémia volt. Munkánk 
során célul tűztük ki, hogy megpróbáljuk a fenti két megközelítést kombinálni, azaz olyan 
módon konformációsán gátolt peptidet előállítani, hogy a peptidszintézis szilárd fázison 
történjen, valamint eközben ugyancsak szilárd fázison építsük be a megfelel konformációs 
gátat. Első lépésben a H- Lys - Xxx - Ala - NH2 általános szerkezetű tripeptidek előállítása 
volt a célunk , ahol Xxx, Phe, Tyr ill. Trp különböző gyűrűzárt analógja. Az eljárást az alábbi 
ábra szemlélteti. 
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N H ~ Q 1 0 e q u i v R iAH 
CH2CI2, 10% TFA 
RT. 12-24 h 
3 eqiv. Fmoc-L-Lys(2CIZ) 
3 eqiv. HBTU 
6 eqiv. DiPEA 




THF, RT, 16 h 
5.4. ábra 
A pep t idsz in téz is B o c k é m i á v a l tö r tén t , az a l ka lmazo t t g y ű r ü z á r ó ágens f r i ssen desz t i l l á l t 
ace ta ldeh id v a g y benza ldeh id v o l t . Sajnos fo rma ldeh idde l a f en t i k ö r ü l m é n y e k közö t t n e m 
s i ke rü l t a gyűrűzárás t k i v i t e l e z n i . A p róba reakc iók H P L C és M S v izsgá la ta szer in t a 
gyű rűzá rás i reakc ióka t j ó termeléssel s i ke rü l t megva lós í tan i , a kapo t t d iasz te reomer 
v e g y ü l e t p á r o k H P L C segí tségével e lvá lasz tha tók , v i szon t e lsősorban a té rgá to l tabb m o l e k u l á k 
esetén a pep t i d lánc továbbépí tése nehézségekbe ü tközö t t . Ez t a p r o b l é m á t a n e m r é g i b e n leír t 
B T C ( b i s z - t r i k l ó r - m e t i l - k a r b o n á t ) közvet í te t te kapcsolással s i ke rü l t m e g o l d a n i . A s ikeresnek 
tek in te t t e lőkészü le tek u tán a fen t i módszer re l t öbb , k o n f o r m á c i ó s á n gá to l t o x i t o c i n 
an tagon is tá t s i ke rü l t e lőá l l í tan i . 
E z e k szerkezete az a lább i : 
Mpa - MeTic - Ile - Gin - Asn - Cys - Sar - Arg - Gly - NH2 
Mpa - MeTcc - Ile - Gin - Asn - Cys - Sar - Arg - Gly - NH2 
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(CH2)5-NH2 
Eredményeinket összefogalalva megállapíthatjuk, hogy a fenti módszer az esetleges 
nehézségek ellenére jól használható konformációsán gátolt peptidek szintézisére és így kis 
bioaktív peptidek optimális torziós szögeinek valamint térkitöltésének térképezésére. A fenti 
munka egyes részletei az 5 .4 . sz. közleményben találhatók 
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6. Szintézismódszerek 
Az előző fejezetekben már több metodikai problémáról és azok megoldásairól is említést tettem. 
Az alábbiakban viszont két olyan problémakörről szeretnék röviden beszámolni, amely tárgya 
nem tartozik szorosan a korábban említett célkitűzések közé, ezzel szemben általánosan 
alkalmazható szintézismódszertani fejlesztést jelent. 
6.1. Savérzékeny hordozók új szintézisei 
A poszttranszlációsan módosított peptidek nagy része meglehetősen savérzékeny részeket is 
tartalmaz. Ezért a tradicionális Boc kémia gyakorta nem használható ezen származékok 
előállítására, leginkább az utolsó lépést jelentő védőcsoport eltávolítás ill. gyantáról történő 
hasítás körülményei miatt. A fenti problémát nagy részben megkerülő Fmoc szintézis viszont 
alkalmas savérzékeny hordozót igényel. Az ideális polimernek stabilnak kell lennie az Fmoc 
eltávolításának körülményei között, ugyanakkor a peptidnek viszonylag enyhe savas kezelés 
hatására eltávolíthatónak kell lennie. Ilyen polimerek pl. a 4-alkoxi-benzil-alkohol gyanta, a 3-
xanthidrol-oximetil polisztirol vagy a 4-(2,4-dimetoxifenil-hidroximetil) - fenoximetil 
polisztirol. Ezek szerkezete az alábbi ábrán látható: 




CH 3 0 
H 0 - C H 2 ^ ) - 0 - C H 2 ^ O 




A legkézenfekvőbb eljárás ilyen linkermolekulák előállítására a megfelelő „ketogyanta" 
szintézise, majd az ezt követő redukció. Az eljárás lényegét a „Rink-polimer" esetén a6.2. ábra 
szemlélteti: 
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Megpróbálkoztunk a fentiekben ismertetett eljárás viszonylag nagyobb méretben történő 
reprodukciójával, de meglehetősen korlátozott sikereket értünk el. A megfelelő benzofenon 
származék nagyon jó termeléssel, tisztán előállítható volt, de a végtermék polimer borítottsága 
lényegesen elmaradt a várakozástól, nem volt reprodukálható, továbbá szerkezete nem volt 
egyértelműen bizonyítható. 
A fenti problémák véleményünk szerint egyértelműen a fenti eljárás utolsó lépéséhez, a lítium-
borohidrides redukcióhoz köthetők. Amikor IR és NMR spektroszkópia segítségével 
megvizsgáltuk a redukció lefutását, azt tapasztaltuk, hogy a keton redukciója igen könnyen 
tovább vihető a megfelelő difenil-metán származékig, és mivel szilárd fázison e reakció nem 




Í S Í ^ S - 3 0 - ^ C H ^ o h C ^ C H ^ - O V -
OCH3 
Cl CH2"Q • C ^ 0 - < n y C H ^ 0 - C H 2 - O 
DMF,20°C, 3 nap ¿ H 
6.3. ábra 
A napjainkban egyre elterjedtebbé váló, és egyre szívesebben alkalmazott szilárd fázisú szerves 
szintézis ezek szerint nem minden esetben veszi fel sikerrel a versenyt a hagyományos 
„oldatfázisú" szintézissel. 
A másik újítás amit bevezettünk a meglehetősen költségigényes Cs2CQ elhagyása volt. 
Tapasztalatunk szerint az olcsó K2CO3 ugyanolyan jó eredménnyel használható a 
fenolszármazék klórmetil polimerhez történő kapcsolására. 
Összefoglalva megállapíthatjuk, hogy a fenti módosított eljárással az eredetinél jóval olcsóbban, 
reprodukálhatóbban megfelelő borítottságú (0,35-0,47 mmol/g) polimer állítható elő, akár nagy 
mennyiségben is. 
6.2. H-foszfonátok felhasználása foszfopeptidek szilárd fázisú szintézisére 
A foszfopeptidek szintézisét, ennek fontosságát, a felmerülő problémákat már az 1. fejezetben 
részleteztem. Az ott leírtak szerint is a foszfopeptidek szintézisére a III vegyértékű foszfor 
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megfelelő származékai, a megfelelően védett foszforamiditek tűnnek szinte kizárólag 
alkalmasnak. Ez nagyjából az irodalomban is egységesnek tekinthető álláspont. 
Sajnos a foszforamiditek szintézise gyakran nehézkes, érzékenyek oxidációra, valamint 
bomlékonyak is. Ráadásul felhasználásukhoz 1 -H tetrazol szükséges, ami igen megdrágítja 
felhasználásukat (ami egyébként sem lenne olcsó). Az alábbiakban egy új, lényegesen kedvezőbb 
tulajdonságú foszforiláló reagens peptidkémiai alkalmazását valósítottuk meg: A H-
foszfonátokat (foszforsav monoésztereket) már régóta ismerik a nukleinsav kémiában. A H-
foszfonátok III P vegyületek révén a foszforamiditekhez hasonló reaktivitással rendelkeznek. A 
kapcsolás után kapott //-foszfonát oxidációja a megfelelő részlegesen védett peptidfoszfát 
észterhez vezet. Az eljárás lényegét az alábbi ábra szemlélteti: 
O O 
II _ + II 
l . (f-Bu)0-P-0 NH4 (f-Bu)O-P-O 
OH H O 
+ pivaloil klorid, DMF, pir 
2. 1%I 2 piridin-víz 98:2 
r- w + pivaloil klorid, DMF, piridin - i u Fmoc—X—Y—kJ —i ' • Fmoc—X—Y—(J 
X= Ser vagy Tyr 
Y= védett peptid 
6.4. ábra 
A //-foszfonátok alkalmazásának előnyei a következők: a reagens lényegesen stabilabb, kevésbé 
érzékeny nedvességre ill oxidációra. Jobban kezelhető, kristályos anyag (a foszforamiditek 
folyadékok). Mivel lényegesen olcsóbbak, nagyobb léptékben történő foszfopeptid szintézist is 
lehetővé tesznek. 
A fenti eljárás részletei a 6.4. sz. közleményben találhatók. Az ott leírt I2 oxidáció mellett a 
peptid-77-foszfonát származékok számos más, esetenként kedvezőbb oxidációs módszerrel is 
foszfátészterekké alakíthatók. Ezek közlése folyamatban van. 
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A f e n t i módsze r a l ka lmazásáva l készü l t ké t f o s z f o p e p t i d j e l l emzése a6 .5 . ábrán lá tható. 
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Összefoglalás 
1. Számos foszfopeptidet szintetizáltunk, részben biotinnal jelzett formában. Ennek sorái új 
módszereket dolgoztunk ki foszfopeptidek szintézisére. Megvizsgáltuk a foszforiláció hatását a 
peptidkonformációra - ez a vizsgált esetekben általában a rendezettség (elsősorban a P 
szerkezetek) növekedését jelentette. A szintetizált foszfopeptidek biológiai vizsgálatával további 
adatokat szereztünk a T-sejt receptor zéta alegységének és a Fcyllb receptornak a szerepéről az 
immunfolyamatok szabályozásában. 
2. Diszulfidhidas peptidek szintézise során új módszert dolgoztunk ki skopió toxinok 
(iberiotoxin és charybdotoxin) szintézisére. Számos nátriuretikus peptidet szintetizáltunk, ezek 
biológiai vizsgálatával sikerült feltérképezni a peptid aktív centrumát, valamint adatokat 
szereztünk a centrális hatások mechanizmusáról. 
3. Az influenza vírus hemagglutinin fehérjéjén B- és T sejt epitópokat azonosítottunk. 
Feltérképeztük ezen fragmensek MHC ill T-sejt receptor kötődését, megvizsgáltuk konformációs 
egyensúlyaikat. Elágazó láncú antigén peptidet terveztünk és szintetizáltunk, amelyek 
segítségével 60-80 %-os védettséget lehetett előidézni ötszörös letális dózissal fertőzött 
egerekben. 
4. Módszert dolgoztunk ki hidroxil csoportjukon zsírsavakkal acilezett peptidek szilárd 
fázisú szintézisére. Megvizsgáltuk a lipofil módosítás a konformációra gyakorolt hatását. 
5. Új, konformációsán gátolt aminosavszármazékokat állítottunk elő és építettünk be 
biológiailag aktív peptidekbe. Ennek során több, az oxitocin receptorhoz nagy affinitással kötődő 
ill. szelektív antagonistát sikerült előállítanunk. A peptidek farmakológiai tulajdonságait mind 
receptorkötési, mind in vitro és in vivo mérésekkel is jellemeztük. A szintetizált analógok közül 
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több lényegesen kedvezőbb tulajdonságokkal rendelkezik, mint a gyógyszerré fejlesztett 
Atosiban®. Új, szilárd fázisú módszert dolgoztunk ki konformációsán gátolt peptidek 
előállítására. 
6. Új, gazdaságosabb eljárást dolgoztunk ki szilárd fázisú szintézishez alkalmazható 
hordozók szintézisére. Kidolgoztuk a //-foszfonátok alkalmazásának lehetőségét foszfopeptidek 
szilárd fázisú szintézisére. 
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Köszönetnyilvánítás 
A huszadik század végének tudományos kutatómunkája egyre inkább a csoportmunka felé 
tolódott el. Az értekezésem hátteréül szolgáló közlemények is számos kutató közös munkájának 
eredményei, akiknek köszönettel tartozom az együttműködését. Mindenekelőtt köszönettel 
tartozom az Orvosi Vegytani Intézet minden dolgozójának, akik közel negyedszázadon át 
segítették munkámat. Külön köszönettel tartozom közvetlen munkatársaimnak, akiknek 
lelkiismeretes, megbízható segítsége nélkül a fenti értekezés nem készült volna el. Név szerint is 
szeretném megemlíteni volt és jelenlegi tanszékvezetőmet: néhai Prof. Dr Kovács Kálmánt és 
Prof. Dr Penke Botondot akik a munkámhoz szükséges önállóságot biztosították. Penke 
Professzor Úrnak külön köszönettel tartozom azért, hogy pályakezdőként bevezetett a 
tudományos kutatómunka és a peptidkémia rejtelmeibe. Megköszönöm Dr Zarándi Mártának a 
közös munkákat és azt a sok biztatást amit éveken át kaptam Tőle. Köszönettel tartozom Dr 
Janáky Tamásnak az analitikai munkák terén nyújtott segítségért és a sok éves együttműködésért. 
Megköszönöm Dr Baláspiri Lajosnak, hogy pályakezdőként megismertetett a szilárd fázisú 
szintézis elemeivel. Külön köszönetet szeretnék mondani Ferenci Richárdnak részben a sok éves 
lelkiismeretes munkáért, részben azért, hogy pályakezdőként Tőle tanultam a laboratóriumi 
munka elemeit. Az értekezésemben leírtak lelkiismeretes, megbízható gondos kivitelezéséért 
elsősorban Dósai Molnár Évát és Nagy Katalint illeti köszönet. Szeretnék köszönetet mondini az 
együtt végzett munkákért Dr Váradi Györgyinek, Bakos Krisztának és Kupihár Zoltánnak, az 
analitikai munkákért Dr Szabó Pálnak, Dr Kele Zoltánnak és Szász Andrásnak. Szeretném 
megköszönni az értekezés összeállításában nyújtott segítséget Ferenci Richárdnak és Szendrei 
Ritának. Szeretnék továbbá köszönetet mondani név nélkül is mindazoknak akik munkájukkal 
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